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Abstract of DE1 0038080 

To show the presence of immobilized 
substances on a carrier, a series of light 
pulses are directed at the defined surface 
under study as an excitation light beam, 
fluorescent light is detected between 
successive light pulses, shown by the 
substances in the measurement field, and the 
light beams and the carrier are moved in 
relation to each other until a sufficient surface 
area has been scanned. To register the 
presence of immobilized substances on a 
carrier, fluorescent light is detected by time 
resolution by a time-correlated count of the 
separate photons. The fluorescent light is 
detected by a confocal action where the 
excitation light is focused on to the carrier 
surface, or by wavelength-related means. The 
measurement field defined by the excitation 
light on the carrier has a diameter of 1 - 20 
micro m full width half maximum (FWHM). The 
carrier supports the immobilized substances in 
a two-dimensional pattern. The light beam and 
the carrier are moved in relation to each other 
so that the elements of the two-dimensional 
pattern are given a sequential scanning. The 
carrier surface is scanned by deflection of the 
excitation light beam and by sliding the carrier 
on a plane parallel to its surface. The 
excitation light beam has one or more defined 
wavelengths. A control sets the relative 
positions between the carrier and the 
excitation light beam. An Independent claim is 
included for a fluorescence scanner (10) to 
detect immobilized substances, on a carrier, 
with a light source to deliver a series of pulses 
of an excitation light at a defined measurement 
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field on the bio-chip (157Earrier, where a 
system (25) detects fluorescent light from the 
illuminated substances between the pulses, a 
system gives a timed correlation between the 
light and detection units, and a control (30) 
determines the relative positions between the 
carrier and the light. 
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pie Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vornch- 
tung zum ortsaufgelosten fluoreszenzoptischen Nach- 
weis von auf einer Oberflache eines Biochips immobili- 
sierten Substanzen. Die Erfindung betrifft. insbesondere 
einen Fluoreszenzscanner 10 mit einem Pulslaser 11, der 
einenAnregungslichtstrahl 12 aussendet, welcher auf die 
Oberflache eines Biochips 15 fokussiert wird. Die Oberfla- 
che des Biochips 15 wird abgetastet und das von der 
Oberflache emittierte Flubreszenzlicht mittels eines De- 
.tektors 25 ortsaufgelost gemesseh. Durch zeitliche Korre- 
lation der einzelnen Anregungsimpulse und der entspre- 
chenden Fluoreszenzlichtimpulse kann t das detektierte 
Fluoreszenzsignal effektiv von Reflexionen der Oberfla- 
che des Biochips und/oder von Streulichtanteilen sepa- 
riert werden. Damit konnen sehr schwache Fluoreszenzsi- 
gnale mit hoher raumlicher und zeitlicher Auflosung ge- 
messen werden. 




10 

V 



30 



is 



S3 



12 



11 



is iff 17 ■ ~ 



22 



23 . 



-/- 



K 



■ . J 




^-29 









26 



27. 



24 



BUNDESDRUCKEREI 12.01 101 680/289/1 



16 



DE 100 38 080 A 1 



i 

Ij^^^fibung 



[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vor- 
richtung zum ortsaufgelosten fluoreszenzoptischen Nach- 
weis von auf einer Oberflache eines planaren Tragers immo- 5 
bilisierten Substanzen. 

[0002] Das Erkennen bestimmter genetischer Informatio 
nen ist eine elementare moiekularbiologische Aufgabenstel- 
lung, zu deren Losung bereits eine groBe Zahl unterschied- 
lichster Methoden vorgeschiagen wurde. Kann eine ge- 10 
suchte genetische Information auf bestimmte Nukleinsaure- 
sequenzen (im folgenden als Targetsequenzen oder Targets 
bezeichnet) zurtickgefiihrt werden, benutzt man in vielen 
Fallen sogenannte Oligonukleotidsonden, deren Nuklein- 
sauresequenzen zu den Targetsequenzen kompiementar 15 
sind. Aufgrund ihrer Komplementaritat kdnnen die Oligo- 
nukleotidsonden und die Targetsequenzen spezifisch hybri- 
disieren, so daB man die gesuchten Targetsequenzen in ei- 
. nem Pool umfangreicher und komplexer genetischer Infqr- 
mationen identifizieren und qualitativ und/oder quantitativ 20 
analysieren kann. . 
[0003] Klassische Anwendungen dieser Art sind Nort- 
hern- und Southern-Blots, sowie die in-situ Hybridisierung. 
Dazu werden die Proben in der Regel zweckgerecht vorbe- 
reitet und mit Hilfe definierter Oligonukleotidsonden unter- 25 
sucht. Bei herkommlichen Anwendungen dieser Art sind 
ublicherweise die Oligonukleotidsonden markiert und kon- 
nen so, abhangig von der gewahlten Markierung, detektiert 
werden. Dies ist erforderlich,. um probengebundene Sonden, 
d. h. Sonden, die spezifisch an Targetsequenzen hybridisiert 30 
haben, erkennen zu konnen. Zur Markierung von Oligonu- 
kleotidsonden stehen dem Fachmann verschiedenste Metho- 
den zur Verfugung. 

[0004] Zur Markierung der Sonden werden Substanzen, 
sog. Marker, eingesetzt, die mit Hilfe geeigneter Nachweis-. 35 
methoden identifiziert werden konnen.. Weit verbreitet sind 

" insbesohdere radioaktive Marker, Bio- oder Chemilumines- 
zenzmarker, sowie Fiuqreszenzmarker. 
[0005] Dabei haben insbesondere Fluoreszenzmethoden 
in der chemischen und biologischen Analytik und Diagrio- 40 
stik einen hohen Stellenwert. Es handelt sich dabei urn eine . 

' sehr nachweisstarke Methode, die ohne Radioaktivitat und, 
falls erforderlich, ohne toxische Substanzen auskommt. Die 
als Marker verwendeten Ruoreszenzfarbstofife sind vergli- 
chen mit Radioisotopen bei entsprechender Lagerung prak- 45 
tisch unbegrenzt haltbar. Es existieren heute empfindliche 

, Detektionssysteme, die action den tfachweis einzelner fiuo- , 
reszierender Molekule ermoglichen. Aufierdem existiert 
eine Vielfalt.unterschiedlichster Ruoreszenzfarbstoffe, so 
daB fur die meisten Wellentangenbereiche im sichtbaren 50 
Spektrum, aber auch im angrenzenden ultravioletten und in- 
fraroten Spektralbereich auf geeignete Huoreszenzmarker 
zuruckgegriffen werden kann. Haufig konnen bei einer Mes- 
sung sogar mehrere Ruoreszenzfarbstoffe mit unterechiedli- 
chen Amegungs- und/oder Emissionswellenlangen parallel 55 
verwendet werden. 

[0006] Gegenuber den als Chemilumineszenzsonden ein- 
gesetzten Enzymmarkern haben Ruoreszenzfarbstoffe den 
Vorteil, daB die Messung direkt nach Einfuhrung des Mar- 
kers erfoigen kann. Enzym- oder Proteinmarker (beispiels- 60 
weise der haufig eingesetzte Biotin/Streptavedin-Komplex) 
benotigen dagegen einen. weiteren Inkubationsschritt, in 
welchem der Enzymmarker eingefuhrt und die Substrado- 
sung zugegeben wird. . . , 

[0007] Bei den oben erwahnten klassischen Hybndisie- 65 
rungsmethoden ist die Zahl der unterschiedlichen Sonden, 
die in Verbindung mit ein und derselben Probe eingesetzt 
werden konnen, begrenzt. Urn die Sonden namlich unter- 



scheiden zu konn^^Pd unterschiedliche, d. h. nicht inter- 
ferierende MarkierTflen und in der Folge auch unterschied- • 
liche Detektionssysteme erforderlich. Der damit yerbundene 
Aufwand stoBt spatestens bei Multi-Parameter- Analysen an 
die Grenzen der Praktikabilitat. 

[0008] Entscheidende Vorteile bieten in dieser Hinsicht 
Testanordnungen mit immobilisierten Oligonukleotidson- 
den, d. h. Sonden, die an einen festen Trager fixiert sind. Um 
bei derartigen Systemen eine Bindung von Probe und Sonde 
erkennen zu konnen, wird in diesen Fallen meist die Probe 
und nicht die Sonde markiert Unter einem festen Trager 
versteht man dabei ein Material mit starrer oder halbstarrer 
Oberflache. Bei derartigen Tragera kann es sich beispieis- 
weise um Partikel, Strange, insbesondere FaserbiindeL, 
spharische Korper, wie Kugeln oder Kugelchen (sogenannte 
"beads"), FaUungsprodukte, Gele, Blatter, Rohren, Behalt- 
nisse, Kapillarrohrchen, Scheiben, Folien oder Platten han- 
deln. Am weitesten verbreitet sind inzwischen jedoch pla- 
nare, d. h. ebene Trager. 

[0009] Soil eine Probe mitteis mehrerer Sonden mit unter- 
schiedlicher Spezifitat untersucht werden, so werden diese 
Sonden ublicherweise auf einem gemeinsamen Trager so 
angeordnet, daB jede Sondenart, also beispielsweise eine be- 
stimmte Oligonukleotidsonde mit bekannter Sequenz, ei- 
nem bestimmten Feld eines zweidimensionalen Feldmusters 
(allgemein als "Array" bezeichnet) auf dem Trager zugeord- 
net wird. Die Feststellung, ob und/oder gegebenenfalls in. 
welchem MaBe die markierte Probe an ein bestimmtes Feld 
bindet, erlaubt Ruckschlusse auf die zur Sonde dieses Feldes 
komplementare Targetsequenz der Probe und gegebenen- 
falls auf deren Konzentration. 

[0010] Durch fortschreitende Miniaturisierung konnten 
die Felder mitderweile wesentlich verkleinert werden, so 
daB man heute eine Vielzahl verfahrens- und meBtechnisch 
unterscheidbare Felder, also auch eine Vielzahl unterscheid- 
barer Sonden auf einem einzelnen Trager anordnen kann. 
Obwohl Glastrager im molekularbiologischen Bereich fur 
diese Zwecke noch am weitesten verbreitet sind, werden die . 
planaren Trager in Anlehnung an die Halbleitertechnologie 
auch als "Chips", insbesohdere als Biocbips, Genchips usw, 
bezeichnet Die Sonden konnen in sehr hoher Dichte an den 
Trager gebunden und mehrere Sonden einer Sondenart in ei- 
nem miniaturisierten Feld angeordnet werden. Heute kon- 
nen bereits Chips mit bis zu 40.000 unterschiedlichen mole- 
kularen Soriden pro cm 2 hergestellt werden. 
[0011] Vor allem hat die Anwendung photolithographi- 
scher Fabrikationstechniken aus der Halbleitertechnologie 
zu entscheidenden Fortschritten bei der HersteUung solcher 
Chips gefuhrt. Das Prinzip basiert auf einer lichtgesteuerten 
chemischen Festphasensynthese, bei der .photolithographi- 
sche Masken die Felder abbilden (vgl. beispielsweise Fodor 
et al "Lightdirected^ spatially addressable parallel chemical 
synthesis", Science, vol. 251, 767-773 (1991)). Dieses Ver- 
fahren ist insbesondere dann von Vorteil, wenn die Sonden 
auf dem Trager in-situ aus einzelnen Bausteinen, beispiels- 
weise Nukleotiden, aufgebaut werden sollen. So kann ein 
bestimmter Baustein gezielt an die im Aufbau befindlichen 
Sonden bestimmter Felder angefugt werden, wahrend die 
Sonden der ubrigen Felder unberiihrt bleiben. Dies gehngt 
mit photolithographischen Masken, die Licht zur lichtge- 
steuerten chemischen Synthese nur auf diejenigen Felder 
abbilden, an die der Baustein angefUgt werden soli. Bei- 
spielsweise kann der Lichteinfall die Abspaltung Uchtemp- 
findlicher Schutzgruppen bewirken, wodurch eine reaktive 
Gruppe genau an derjenigen SteUe der im Aufbau befindli- 
chen Sonden freigesetzt wkd, an die der Baustein angefugt 
werden soli. Da ein zuletzt angefugter Baustein in der Regel 
eine gebundene Schutzgruppe einbringt und dadurch die.um 
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. j baren Strukturen l^^im Bereich von 20 um. Der Scanner 

einen Baustein erweitert^fciden wieder schutzt, wurd an A uswertW>n Chips bei der Expressionsanalyse 

eine aklivierte Sonde leM em emziger Baustein = mge ™ r mTzum Genotyping (HuSNP) und zur 

fugt Aus dem t^^^^^SSa Skhdtsuberwachung (Krebs, CYP450, P 53 HIV) emge- 

klus urn einen Baustein erweiterten Sonden g^chermaBen £ entspre chenden kommerzieU erhalthchen Chips 

wie die in diesem Zyklus nicht erweiterten Sonden als zu seux in e Q ua iitatskontrolle, d. h. die Aussage 

nachst geschutzte Gesamtheit altar Sonden emer neuen ge- eriauben^b ke ^ ^ muB vomNutzer an- 

zielten Aktivierung durch eine passende Maske to dte An- ^^{J^^**^ durchgefuhrt werden. 

fiigung eines weiteren Baustein ,n e.nem neuen ^us zur Se Quantifizierung ist nicht vorgesehen. Die Chips zetch- 

Verfugung. Derartige Verfahren werden ausfuhrhch .mdn bine y ■ ^ M^onsdxchte von 

.uemadonalen PatenUnpi eUungen WO 90/ 507 , nen * QU kleoddcn/cm 2 aus . Ms Trager d,enen 

WO 91/07087, W0 ^T't5ufp54b;chrie- modifizierte Glasoberflachen. .^ Ah 
WO 92/10588 und .n dem U.S.-Patent ^5,143 8 54 beschne m Onsauflosung ist es insbesondere wich- 

ben. Bin anderes in-situ Verfahren zur Herstel ung von sog 0OT ;J^^ n ^ chlm o g lichsteffekUv zumDetektorzu 
WMtao^d- ^tataR^l^^ S^rS^undsignale und Streulicbt weitgehend 
Inc., unter der Bezeichnung FlexJet angeboten wird, basiert 15 leUen^ unont w ^ soge nannte Laserscan- 

auf. geeigneten Modifikadonen des Druckprozesses von ^ 0ptifc verwendet> ^ ndt konfokalen 

Farb-Tintenstrahldruckem. ■ TOenden soe "Pinholes", itn Detektions- und gegebenen- 

[0012] Andere Chips weisen wiederum Sonden jftto . JJ^'g Anregungsstrahlengang ausgerustet shui A* 
nicht in-situ synthetisiert, sondem m "W*^ *™ M ^ngsUcntqueS werden ublicherweise Laser und als 
auf den Trager aufgebracht werden. Entsprechende ) Arrays 20 Anregung ^ emp findliche Dioden ein- 

aus Biomolekulen zur Sequenzanalyse von Polynukleoato ^ te £°™ ™ * ihrer hoben lokalen Anre- 

• wurden bereits von E. Southern in der mtemaUonalen Pa- ^tzt. Laser ermog * und sind daher ^ te . 

Ltanmeldung WO 89/10977 beschrieben. B.omolekulam .J^XmStqueUen. Durch die konfokale Op- . 
Arrays eignen sich fur eine Vielzahl von Anwendungen an- JJgJ^JJ daB lediglich Fluoreszenzlicht aus der 
gefangen vonderSequenziemngvonDNAuber dasDNA- 25- Ukis ^gewahrte £ £ Photomu i tip iier gelangt, 

LgJprbting bis zu Anwendungen in der m^chen a«d«Cgo^ aus ^ ^er dar- 

Diagnosdk, Inzwischen werden schon koramerzielle Bio- wa ^ Q J l durch die Pinholes ausgeblendet 

chips mil einer Vielzahl verschiedener cDNAs zur Hybndi- ^f^ n ise faJ> Saizieu , A . et al. "Bacte- . 

sieving angeboten. Bei diesen cDNAs handelt es sich bei- ™^JJ P g b hybridizaU0 n of total RNA to o i- 
spielsweise* um Nukleinsauresequenzen nut Langen von 30 ™^S^fys ? , NatW Biotechnology 16, 45-48 
.eLa 200 bis 600 Basenpaaren (bp), dte ^ ■ J- S) ^n SysS ziir Transkripdonskontrolle von Bakte- 
scher Primer ampUfiziert werden, dercn IdenttUttoch T^l ^ (Hemophilus influenzae, Streptococcus pneumo- 
sequenzierung Uberpriift wird und dre to ^ ^fbeTchriebe^bei dem zur Fluoreszenzanalyse em kon- 

kanntehPlatzenbeispielsweiseaufeinerNylonmembranan ^ verwendet wird. 

. gebracht werden. . fool6] Das Abtasten (Scannen) der Probe kann auf unter- 

[0013] Werden die fluoreszenzmarkierten Proben mil aut luuioj u Entweder iiber das Anregungs- 

; einemplanarenChipinmiobiUsiertenSondenmKontaktge- .^SSSSbd feststehendem planaren Trager, 
brachtfkann es auf einzelnen Feldem zu emer Kopplung SJJSSSSffi Ablenken des Anregungsstrahls, oder 
beispielsweise einer Hybridisierung, nut komplementaren JJ« ^ w feststehendem Anregungs- und 
SonLnkonrnien.InFaUen,mdenen eineFluoreszenzma^ 40 gj^S bewegt Auch kombinierte Verfahren sind. 
kierung der Proben zwec^ig ^ ka^ a^h ^ n ^ manb L^^ 
Bindung der Proben an die Sonden der ^V^^T* Sr Richtung und den Anregungslaserstrahl in einer dazu 
fluoreszenzmarkienenRezeptorenmKontatogetoc^ ^chten liefatung bewegen, um die Trageroberflache 

den-lpbeidenF^wc^^^^^^^. SmTsional abzutasten. 

ienigen Feldelementen immobmsiert, an denen erne Bin zwe Moghchkeit stellen zweidimensio- 

J dung zwischen Sonden und Proben stattgefunden hat. Wnd ^^JJJJ^J beispielsweise CCD-Kameras dar. die 

der Chip dann ndt Licht einer geeigneten WeUemange be- ^^eBvorgangen ein zweidimensionales Bild der 

strahlt, ^o werden die Ruoreszenzfarbstoffe angeregt und Ein AbLten ist dabei nicht notwendig. In 

Licht wird emitdert Das resultierende Musterans heUen ^ b ^f° 6n ^ n ebenfalls Laser> abe r auch Lampen mit 

und dunklen Feldelementen auf dem Pl-^ a 8 e ^ 50 ^pSnden Filtern als AnregungsqueUe verwendet wer- 

aufgezeichnet. Informationen uber die Probe kann man also d in einem Schritt au f g enommen wird, kann. 

dadurch erhalten, daB man das Hell/Dunkel-Muster nut dem den Da ^™ UtRitten in Kauf nehmen, 

bekannten Muster der an die Trageroberflache fixterten bio- ^jj^jS MeBprozeB auf grund der sequen- 

logischen Sonden vergleicht tieUen Datenaufnahme nicht toleriert werden kSnnen. In Gu- 
[0014]. DiefortschreitendeMniM^ 55 S STaL "Manual ^Manufacturing of Ohgonucleoud*. 

. groBenAnzahl von Feldelementen auf «nem eu^toen ph- • g^'^^ Mi^hips", Anal. Biochem. 250, 

naren Trager gefuhrt, die bei kommerziellen Anwendungen DNA ^ an ™ B ^ beschrieben> b e t dem 

inkurzerZeitsehrzuverlassigvermessenwerde^^^^^^ M win2ig en Gelpads immobilisiert 

Zum ortsaufgelosten fluoreszenzopbschen Nachwo ^ von ^ ^ uyor auf einen Glastrage r aufgebracht wurden. 
auf einerOberflacheeines planaren Tragen ;~^ rt ^ 60 J^u iSdieser Pads befinden sich auf einem einzigen 

Substanzen werden heute hauptsachhch Laser emgeselj Bis zu Igwu < ^ ^ ^ ^ ^ schneUe M u . 

bei denen die Feldelemente durch einen ^ven ^Laser-. irager Verkuloseerrejsern zu erm6 g lichen und so 

strahl mit gerihgem Durchmesser abge^stet werder ^ Ein bestimmte Antibiotika resistent sind zu 

entsprechender Fluoreszenzscanner wird von der_ Firma ^S^J 8 H uor eszenzmarker wie Fl_uo- 



DE 100 38 080 Al 

[0018] Die ^^^r^TT^S- jjgf ^jfc^fen Substanzen sind im vorlie- 

B.ochips weisen jedoch Vale auf. Gerade bo hochmi w J insbesondere die Oblicherweise auf 

niaturisierten Biochips, die sich durch | "oc ^fcTSenchips immobilisierten biologischen Son- 

Feldelementen von einigen 10 pra Durchmesser «»«k» »ioc P Oligonukleotid-Sonden, zu verstehen. 

nen, ist eine hohe Sensitivitat und Ortsauflcsung tad. s den. * beispielsW ei S e die an der 

Fluoreszenzmessung erforderlich. Dies ist nut herkommh- ~noj y fixierten biologischen Sonden mar- 

chen Systemen nur begrenzt moglich da ^.ta^JST Et z B Aussagen fiber die Gesamtzahl moglicher 

StreuUcht.dasdurchRamanversctaebungbe.langercnWd- beren ™£ ^ weiteren Ruoreszenzf arbstoff 

lenlangen als das einfallende Aniegungsbcht a^ntf SXtikaJer macben zu k6nnen. Aus dem Verhall- 

herkommlichen Filteranordnungen mcht nur ™ 10 ^^^^g der fixierten Bindungsstellen 

chend von dem zu messenden Ruomszenzbcht «h,e nu ™ * ^ der gebundene n Anukorper kann. 
den werden kann. Sind die fluoreszenzopusch nachzuwei- en ub e er &e fiesetzungsdichte der Bin- 

.sendenSubstanzenaufmetdnschenodermet^ SsSenSen 

gem(z.B.Gold)inm 1 obms 1 ert,sokonnenzudem S taAeRe dungsst esind jedochdieProbenfluoieszenz- 

flexionen des Anregungslichtes auftreten die von demun 15 ^LsoSderBegriff "immobilisierte Substanzen" im 

Detektionssystem angeordneten Rltereinbeiten mcht voll- ™^ n da Zusamm | nhang auch die an die Sonden, bei- 

standig ausgefiltert werden konnem spi elsweise durch Hybridisierung, gebundenen Proben bzw. 

[0019] Die maximal erreichbare d P eri Komplex aus fixierten Sonden und daran gebundene 
durch einen Hintergrund. an gestreutem ode ^tssl. Dabei bedeutet "fluoreszenzmarberte 

. AnregungsUcht und durch unspezifocheRuoms«ah ^^htnotwendigerweise.daB die Probe selbstmitci- 

. lung, beispielsweise aus einer fiber dem planaren Trager be- ™™^ 0KSKn2Salb * oS markiert is f, sondern bedeutet 
findlichen RUssigkeit begrenzt , aUeemein, daB eine Bindung der Probe an die an der 

[0020] Der vorliegenden Erfindung hegt dahei ^das techni- .gam ^S emem ; zu dner Anderung der Ruores- 

chePrbblemzugrunde,einVerfah rc nunde,neVomchmng ^ache ™^ Gesaliltkomplexes aus Sonde und 

zum ortsaufgelosten f^^SZ^SSS STgetoTr Probe fiihrt Beispielsweise kann eine. 

auf einer Oberflache eines P 1 ^*.^" ^ Bindung einer entsprechend markierten Probe an erne Sonde 

.. Substanzen bereitzusteUen,- die be, Gewahr leistung emer Bindm^em P welches von dner 

hohen Ortsauflosung ; den uns^zifischen J*^*^ emitdert ^ durch Binden eines Pro- 

grund weitgehend eliimmert. Das erfndungsge ™» J r 30 Senmolekfils gequencht.wird. 

fahren und die erfindungsgemaBe Vornchmng soUen sich 30 benmo ^^ ffichesMfflkmaldescrfindungsgem aBen 

insbesondere ^ ^^^J^^^L^a Verfahrens besteht darin, dafi AnregungsUcht nicht kontinu- 

[0021] Gelost wird dieses Problem durch ^ BemmteUung V on kuizen Lichtimpulsen emitnert 

des Verfahrens. gemaB Anspruch 1, sowie der Vornchtung hend ^ auch das R UO reszenzUcht in Form 

. gemaB Anspruch 13. . , , . . Lichtimpulse emittiert ErfindungsgemaB wird nun 

[0022] Gegenstand der vorUegenden Erfindung ist dem- 35 ^wU^p H uoieszenzlicht nicht kontinuierlich, 

nach ein Verfahren zum ortsaufgelosten ftuoreszenzopU- ^sch^gen Us zwischen zwe i.aufeinan- . 

schen Nachweis von auf einer Oberflache ernes ; ptanarcn s ^ en ^Sp U lsen zu detektieren. Beispielsweise 
: Tragers immobilisierten Substanzen woberman einen An- , ^J^V^ Anregungsfich^eUe mil den Lichtimpul- 

regSngsUchtstrahl in Form einer Serie von „ ^7 k ^ e S Triggerfignale zum Detektor senden. Jedes 

pulenaufemenMeBbereichnntdennier^erGroBe^ 40 ^koffeUe gg^ s ^gg,,^ v«B. 

OberflachedesTVagerseinstraMtundjeweilszwischen Si MeBmtervall ("Gate") in welchem Huoreszenzhcht 

aufeinanderfolgenden Lichtimpulse^ Huores^ «nzbcht d^- &Sd™» ^ eine Zeitverzogerung zwischen Tng- 

. tektiert, das- von in dem MeBbereich Jefindhchen munob^- detekuert w ^ ^ e{wa & der GroBenordnung 

sierten Substanzen ausgestrahlt wird und den, Amegungs gersign gspulses Ue gt, ist es moglich, Anre^ 

UchtstrahlunddenTmgermlativzuemanderbewegU^^^^^^ « to a D^r d ^ nur spektralmit Mfe 

bestimmtes (ein- oder zweidimensionales) Anad d« ^Ober FlltenJj auch ^idich zu unterschei- 

flache des Trager abgetastet ist. Das Abtas en und Rpo- J°n g^i ^yerschobenes Streu- 

reszemmessungkfinnen sequ^ St und starke, dumh die Rltex nicht vollstandige b ok- 

nadh der Messung eines MeBbereichs den Anregungsstrahl ucni^ q dgenflichen Fluoreszenzsignal zu 

auf einer anderen Stelle des planaren ^^,P° S1 « 50 i Dk ^.auer des MiegungsUchtimpulses soUte kiir- 

. ^Wrtto^WgJg; ^"dfe Ruoreszenzlebensdauer der. Ruoreszenzmarker 

rie von kurzen Lichtimpulsen und Detektion der zwischen zer MeBintervalls noch ein moghchst 

L Lichtimpulsen emittierten ' Ruoreszenzstrahlung ver- vorhandcn ist , Typischerweise hat 

messen; '. . . j ... , Wta<ttet und ss der AnregungsUchtimpuls eine Dauer von 1 ns oder wem- 

[0023] . Bevo OT gtwirdjedoch gleichze,Ugabge^tetun4 der A g g Aar e gun gsUchtimpuls ausgesandt 

gemessen. Werden beispielswe.se Trager S d ,i«dasMeBintervallbeendet.Zur Verbesserung des Si- 

• • s^ahl mit einer Relativgeschwindigkeit von 1 wmls gvpn ^£ hverhaltnisses kann mm das zwischen den Lid* 
einanderbewegtsoentsprichteinMeBinter^all^ gJ«JJ* tektieIte Huoreszenzlicht digitaUsieren und auf- 

^^^^^^ ^T^ 60 iS^evorzugtwird man auch bei dem erfindungsge- 

nerhalb eines MeBintervaUs 50.000 Rnzelmessung durch- ^ v ^ ng UgneteFilteranordnungen zur Ausblen- 

. gefUhrt und aufintegriert werden ■ d AmegungsUchtes, beispielsweise LangpaBnltei; 

f0024] ^num«o^«fie_^vp«^«v«A^. B ste ^ mot6atD . Ebenso konnen un Anie- 

gungsuchtstrahl und Trager zueinander, wie auch die in . der ™" schmalbandige Filter vorgesehen sein, die e- 

SfiUgen Position gemessene Ruoreszenzintensitat regi- 65 gg' gewunschten Anregungswellenltoge tan- 

• striert, digitaUsiert und in einem Computer spe.chert, kann J, ^ Kombin ation spezieUer Filter nut 

. mldieg'messenenRuoms^ 2SSS*i Ruoreszenzdetektion erreicht man ein 

auf einem Display als zweidimensionales Bild der Trager aer g 
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sehrniedrigesNiveauanJ^g^ndslrahlungundeineent- mussen. Jfc f ok ussierten Anre- 

■piimrp<:7en7farbstoffe simultan detekuert werden, macht AblenKen aes rniregun^uuu^u n „ , 

mmwam 

teUe dereinzetaenHuoi^nzfarbstoffemachenkann. %£SS ; Signeter Filter und/oder di- 
rnnim ReQnnHeiM bevorzugt wird man das Ruoreszenz- zieren, Durcn verwenaung gpugucua 

gnale konnen beispielsweise mit Hilfe ernes Boxcar Avera. ^ o ^ ^terscniedlichen Huoreszenzmarkem 

W.BH 

S^C^taS^ werden zeitlich verschobenes Gatesignal die Messung des Huores- 
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? i Nation 1 ! dreidimei^^eStrukture ; n(etwaGelez.B.Poly- 

zenzlichtes auslost. Bes 4| bevorzugt ist der gepubte Natt J. ^ ramike n) oder auch Fonnteile aus 

Sara's^-- -tess: 5 rsssSi^tt 

0039] Vorteilhaft umfassen die Detekuonsnuttel wemg £° Aminosilane, Carboxysilane) Polymere (Po- 

stens einen lichtempfindUchen Sensor nut «hneUer Ant- bpoxysu ' ^ le t ol> Po i ys ,yrol, p4f>«f 
C^SeDetektionsnuttelkonneha^ 10 SeSUrstoffe, Polyolefine, Polypeptide), AUcyWnole, 

^«»^ toM ^r, J| ? ,, fSS£ S5S. Alkylthiole, Lipide, UfDwW* , 

gung des Fluoreszenzlicbtes vorgeschaltet smd Bevorzugt X L angmuir-Blodgett Membranen. Das Auftnngen to , 

fmdbeieinersp*ktralenAusw^^ § 0berfl „ che erfolgt durch RpetUeren Dis- 

Srere Sensor vorgesehen, beispielsweise cm »denar , ^ Dnjcken> Stempeln m situ Synthe* <z£ 

Z angeordnetes Diodenarray oder em g^XIMjg. ? om raphische Techniken). Es werden bevorzugt ver- 

Besonders bevorzugt ist der Sensor erne Photodiode insbe pnoro g p zwe idimensionalen Muster auf 

■ JSoS au f gebracht. Jeder Sonde kann dann e.ne em- 

ein Sekundarelektronenvervielfacher (Photomulupber . , die U* ma 6 Qberflache zugeordnet werden. Die 

^rSgsweise umfassen die Deteldonsnuttel erne JWj'l biochemis ch oder biologischen .Sonden 

konfokale Optik zur Abbildung von aus dem MeBbere ch M Ankoppm g ^ ^ pfa ikallsc Wchenusche 

SSnXxe^chtaufdenSenww^l^^. ^jSngen der Sonden mit der Oberflache erfolgen 

•- SrazenzUcht aus einer schmalen Schicht der TVager- ^ e ^^J ekannten Tecbniken emgesetzt werden. Ak 

SeS^dehDetektorf^DiekonMaleOp^ ^7werden bevorzugt verwendet: Nukleinsauren und 

- SebweiseineinemEpifluoreszenzmikroskop (e inV und/oder doppelstrangige 

S stadonar halt, wird vorzugsweise der AnregungsUcht- ^f^ e ; AUergene , Inhibitor, Rezeptoren), Enzyme 
«^^»™^* S r^^^Z 30 ^P^^,Vsche-Phosph^n,Glu^^ 
■- KsJeiteL beispielsweise sog. Laserscan^piegel oder 30 £wa Molekiile (Haptene): Pestizxde, ^ 
SsSche Deflektoren verwendet werden. taFaU einer . ^ ~sen^ syntheU sche 
SoSoptik wird der Trager in einer zur Chxpoberte- £™^ A ™ r Re ^ ptor li g anden. Besonders- bevorzugt 

^^SS^^^ * ^^ntus eignet ~* f-g^J ^ 
leS^Sz^g^S^u^ r 

AnreeunesUchtstrahls kann bei bekannter ^nntuange „ . . itder0berflac he oder zur KontroUe der Obertlacneni 

^felSttonisches Zablen der Einzelscbntte des Motor ^WekeiC wobei die Auflosung im wesentkchen dem 

Smmt Sen. Bei bekannter Verschiebegeschwindig- "^J^"^ Lasetfokus ' entspricbt. Ferner konnen 
:*S% ^^^undAnregungsstraWgegenemai^kann 

Se MeBdauer in eine Ortsbesiimmung umgereohnet we - gJJ? Anregungs- und/oder Emissionswellenlange 
T twine Akkumulation von Einzelfehlern imLaufc ei- 45 scme^cne .«i ^ 6 aufweisen . 

nerMiTsunTzuSndem,^ ^^^endeErtadung wild im folgenden.un- 
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• [0054] Fig. 16 ein Diagramm zum dynamischen MeBbe- EES? SfSLJklS!^ (arb ^ 
rerch und zur Linearitat des erfindunaspemaBen Plimnx < 7 t , Ube i rs,chtllc hkeit halber and die Intensitaten 
zenzscanners; und aungsgemaBen Fluores- 5 der Laserpulse und des Fluoreszenzlichtes untensSS 

[0055] Fig. 11 ein Diagram* zur Nachweisgrenze des er- mS£ ? Diaglamm gIeiche 

findungsgemafien Fluoreszenzscanners bei fffa" !S^„T , Sf '"T tak Zeilskal3 ist in 2 in Na- 

messungenvonDNA-Chips nyonasierungs- nosekunden (ns) dargestellt. 8 

[00561 J.F ig . lislalseineb teAus KL M dem^ 

der erfindungsgemaBen Vorrichtung zum ortsaufgddsten eunSlXt R Dloden, ^ r p U derFi 8- 1 ernittierten Anre- 

fluoreszenzopdschenNachweis.von aufderOberfllche S f,v a , e,ner PuWS »9««« f von 50 MHz folgen 

nes planaren Tragers immobilisierten SbSStSS-' ZwisSfZT T *" AbStand V0D 1/f = »5 

reszenzscanner 10 dargesteUt. Zwischen den Anregungspulsen L wird wahrend eines MeB- 
■ [0057] Der Huoreszenzscanner 10 weist einen mit einer IS 7 ^ l^ 5 ^"^^^. 

RequenzfvonSOMHzgepulstenDiodenlaserulf der N^osekunde wT ^"^^ bei ^r als einer 
einen Aniegungslichtstrabl 12 aussendet welcher fiber ei S ^ nd d ' C im dai S este Uten Beispiel einge- 

nen dichroitischen Strahlteiler 13 und ein Sskonobfelc T Huoreszenzsonde Rodamin eine Huoroszenzlebens- 

uv 14 auf die Oberflache eines BiochipTl Ssiert ^ tZ ^ ' Ml Anstie ^anke des W- 

. ^An^ungsstrahiengangWist^ M j£ ™ de "| ^-gnal ausgesandt. Wird das Huores- 

or^etDerRaumfilterldbestehtauseinerSWllinsefT nacnTn tSJSi T * V ° D 1 bis 2ns 

die das im wesentlichen parallele Licht des Diodenlasers 11 An ^emgral gemessen, so ist die Intensitat des 

aufeinnnholelgfokusLrtDasausdempSSauf P"^ s bei der Huoreszenzme.sung weit- 

tretende divergente Lichtbundel wird du^e Samme " ST abgek ! Un S cn - Dadurcb * eine zeitliche Didcrimi, 
bnse 19 wieder in einen parallel LiehSl mit^rTe 25 £Sf ^ J 0 ^**- und Fluoreszenzlicht ermoglicht 

. ^Wverge-zu^ewLeltAufdemB^Clstfi^ w^S^^^V^^^^" 6 ^ 0 ^ 
den sic . fluoreszenzmarkierte Sonden, die durch den S- Lver^S^ " USgeblendet werde "- aueb ra- 
ft- ^ geregt WCrden - DaS von den Fluoreszenzsonden SStln^ ^^chen 
emittierte HuoreszenzUcht wird wiederum durch das Mikro^ 7 k " 21 passieren kann, 
skopobjektiv 14 gesammelt und zu einem SssSchT 30 I h h ^"^ Wtoesskrenden Fluoreszenzsignal unter- 
strahdZO gebundelL Die Strahlengange deTw g ung und d^Ruores/ ' ^ zusatzlich zur zeitlichen Korrelation 
des Fluoreszenzlichts werden an? dichroitische luahlteiW ^preszenzsignals nut den einzelnen Anregungspulsen 
13 geteilti Wahrend das WlJS22, S ^SE ^SS^S^ "T* S" ""^""W £S 
gere Anregungslicht 12 am Strahlteiler 13 im wesenSen £S£^ T° ^ dem Abklin gverhalten des Fluores^ 
reflektiert wird, transrnittiert der Strahlteiler THas S 35 ri!^h ^ i wel * re Informationen gewonnen werden. Wer- 
Trager 15 ausgehende langwelUgere HuoS^nzicht 20 ? tzeSeBenZf ^ Sondei ^ ^chiedlicher Hue. 
Dadurch.stes mogUch.dasselbeMikrDskopobjektivliS £^ W » k«« iw « ta Al, 
wohl fur dasAnregungsbchtals aueb fur das Fluoreszenz- 3S Sot Z , n ^ auf * e re ^ven Anteile der 
lichtzuverwenden.Dasnuoreszenzlicht20durchlauft ei 2 ? , M ' 

nen als Langpafi oder als auf die HuoreszenzwfuenlLge ,0 SS2JS2L 3 ' prin T elles Ablaufschema des er- 

abgesummten BandpaB ausgebildeten Emissionsfilir 21 SSSf f ^^ eStellL ^chs. wird der 

der reflektierte oder gestreute Anteile des AnregungsUchtes' niert JfnT ^ ^ ^^Bchiebetisch. 31 so positio- 

U herausfiltert. t)ber einen Spiegel 22 wird dfs eSeS Sfu Anre g un g sl ^"trahl 12 auf den erstenMeB- 

Huoreszenzlicht 20 zu einer SaLemn^ gel™ die S/f 8 ^ f VeigL Fi 8- Ein e ^r Laserpuk (i = 

den Strahl adf ein als konfokale Blende ausgebUdeS pt 45 2Ta* ™ V ° D Weniger 315 einer Nanosekunde 

hole24fokussiertUnnnt te lbarnachdemPn S Se^ SEjSJS ^ ' *" Anre g un g slicb ^ahl S befindUehen 

Detektor 25 angeordnet, beispielsweise ein Singlfphoton f ^ Z " Em?si ° n Von HuoreszenzUcht ah. 

AvalangeDetektor. Der Detektor 25 wandelt da S , Pm «c "1 „J^Z?!!" Y er2 ?g e ^g von ca. 2 ns nach dem Laser- 

HuoreszenzUcht in ein elektrisches Signal urn, dafXr eine ^ elnes MeBintervalls Aim von ca. 15 ns zeiteuf- 

^26»^j ak ^„ t J^^^ J wirj. Pro MeBpunkt der Chipoberflache 

tonCounterundBoxcar-Avarager,ubertragenwird deriej Srt R Pi Anzahl W Einzelmessungen durcbge- 

Wbertes Zahlen einzelner Photonen%m6gUcht Se k^r f^LST, ^P 61 * 0 ^ des Lasers von 50 MHz 

Zertkorrelation des gemessenen HuoreszehzsignTerfblS mZ^ IT ^ 50 °° Enze ^ssungen pro 

uber e,ne Tnggerleitung 28, Uber welche der Dildenlaser U f i r 100 MS durch g ef "hrt werden. Die 

nutjedemermtuertenI^erpulseinTCgPersi e nal a7a^ 5S ^ ^f^^^S^gspuhen g^mes^nFliio^s- 

f^rrm^J hs ^ aaBB J^^^J^ 55 ^1"^^ ZUf Reruns des Signal- 

Zertauflosung V on 350 ps erfaBt und liber eine £SZS . £252 ^7 Und g e ^ Wenn die 

29 an e.nen Computer 30 iibermittelt und dort gespeichert punto SS^lT" J 1 "" 11116 ""^" an einem MeB- 

ausgewertet und gegebenenfalls graphisch dareeltent P . r , St " kann ^ v erschiebetisch 31 urn ein be- 

[0058] Der Biochip 15 ist auSem xy 553L* M Ww m "^ Ay 1 A) 

31 angeordnet, der von Schrittmotoren 32 wSSlSd ' • S ° ^ Sich der Fokus des AnregungslaVer- 

Die Steuerung der Schrittmotoren 32 erfolTtS^ S SSS ^ ^r^ 616 " SteUe 3Uf te d " 

tung 33 durch den Computer 30. Der Verschiebensch 3H "t 22?! befind ?- ^ Zyklus wM S *™S* wiederholt 

sowohl in der Zeichenebene der Fig. 1 in der d^h d „ ab^STst ZWC,dlmensionaIe Bereicb *» Biochip, 

Doppelpfeil angedeuteten Richtung, als auch in einer zur 65 4 , k 



DE 100 38 080 A 1 



14 



A c ■ ,.nri 13 fGlv 12 wt J^fccG TGG COT A; Asp 12 AGC 

gen Zahlenwerten zuPuls A und Anzahl der-^uo- ^ TGG TGA CGT AGO C ; W 12 

fegrierenden Einzelmessun^be! emer AbtastgKChwm TGT.TGG CGT A; Mutauonen unterstnchen) wurden 

dilkeit von 10 mm/s eine Auflosung von 1 um reahsiert ^ 0berflachen gekoppelt. Nach 

wfrden. s ittingenter Hybridisierung einer 24mer ^CyS Probe Reiner 

zu Asp 12 komplementaren Sequenz (60 n^n bei 37 C in 6 x 

Beispiele SSPE Puffer mil 0.1% Tween 20) wurde die Oberflache 

1. Qualitatskontrolle J ^ def 0berflache mit dem erfindungsgemaBen . 

„ • io Suoreszenzscanner wurde die Diskriminierung zwischen 

HintergrundbestimmungundReinheitskontroUe p erfect Match (Val 12) und Mismatches ausgewertet. Das 

n . u- Lebnis(MittelwertundStandardabweichungausjeweils3 

[0063] ^^^ Am ^^:^^ g £rZ inzeltnessungen)istinFig.7dargestellt 
vorteilhaft wenn das Tragermatenal eine mogncnsi genngc 

EigenfluoreszenzanderOberflacheaufweisuMitdemerhn- 3 . 2 Mess ung ohne Waschschritt 

duMSgen^en Huoreszenzscanner, wie er im Zusammen- i - . ■ 

hffLFig.lniiherbeschriebenwurie.l^ s^dieB^ Mit de „ Chips aus dem Beispiel 3.1. wurde erne 

SaffTnheit von Trageroberflacheri sehr gut kontrdheren. ™ ( nach | ner Stunde Hybridisierung ;nut 40uL 

rS 4 "and die mit dem erfindungsgemaBen Fluores- Messung^mn ohne weitere Waschntte oder 

ESndLgestellt. Aufgetragentodiercla^Huo^s- 20 W^chsel ^ ^ ^ ..^ g Ausblcndung 

zenzintensitatbezogen auf Glas (= 1.00). Matenahen deren das Kon F ^ Mstieg d Back . 

. ElXoreszenz^ ™S< Ab einer Cy5 Sondenkonzentration >von 

X Uegvsind als Trager fur Bioehips Mte fW* Jf-* £ kein Anstieg des Backgrounds mehr zu erken- 
[00641 Em Vorteil des.konfokalen MeBpnnzips des emn^ 

Sem^ Huoreszenzscanners ist ^ ^aB "ur d^ 25 nen. ... 

HuoreszenzUchteineskleineh^ \ : ; SJlOumSpots 

riuorc^ ^ iQ _ 20 ^ detektier t wird. Dies 

r^Ucht es in transparenten Materialien ein Tiefenprofil " L sich ^ dem erfin- 

' sSnal zu durchleuchten, Auf diese Weise laBt sich genau ™ ^ p . g bt &t H uoreszehzmtensitat enuang 
Sbllziehe*^^ W = 1 ^.du^hein.A^^-. 

dem Tragermaterialselbststammen oder ob es sich .urnVer . ^ (S equenz des Perfect Matches (PM): 5 TATT 

unreinigungen auf der Oberflache handelt In Fig 5 sind - ™ r ,^ U ^G<WG-3') nach Hybridisierung nut emer 

1 ^^d^t Vl^^^^^^J^ 1 ^ 35 ^ CyS-Prooe dargestellt. Die Spots haben einen 
EinheS aus drei Bereichen (Luft U Oberflache O und 35 Mror^sn^ *». ^ m ^ st d von 
? 22M*.l^)di^^^S-. lG» in Fig. 8 ist die jtagj 

gen auf der Oberflache sind deudich ^ en ° en P,^^ Auflosung des Scanners bei Verwendung ernes lOOx/125 
nichtphotostabilundbleichenbeiandauemderBebchtung M sehen . IMe optische Mfl^ng ist im daige- 

aus! 40 steUten Beispiel besser als 3 pm (90%/10%). 

2. Messung von reflektierenden Oberflachen . 3 4 SH . modifizi erte OUgonukleotide auf Goldoberflachen 

f00651 FUr viele Anwendungen (beispielsweise OUgo- Glasoberflache wurde mit 100^.gK>Ben. 

SAMsaufGoldoderelektrischadressierbareBi^ l ^ t ^ us Gold beschi chtet Drei Regionen der ■Oberfla- 

defmeSche TragermateriaUen wie iB. Gold b^oUgt 45 Ojiad^en aus O SH-modifizierten 18-meren 

DkMessungaufdiesenOberflachenistbeivielenScaim^ .1^^^ Perfect Matches (PM): 5TATT- 
SchfX nurdurch ein aufwendiges Filfersystem mogUch ^GGCTGGGGGCTG-3') derivatisiert. Es wurde mit ei- 
SSM^taUoberflaebendasAnregungshcht ^Cy5.Sondehybridisiert und niedrig stringent ^gewaschen 

und S sehr hohe Hintergrundsignale erzeugt werden Bei « Jj, ; 9 sind die Mittelwerte und 1 Standjd- 

SLungtn mit dem erfindungsgemaBen Huoreszenzscan- .50 £2xjM£ 8 Einzelmessung e„ fur Perfec 

S?lst es durch zeitdiskriminierte Messungen moghch, *~^ n ein Mi^^tch (1 MM) und 2 Missmatch^s 
Xe Hm^ c i itellt Die relativ starken Schwartongen der 

nen hochempfindUche Ruoreszenzmessungen «rf_ Me^- g^ISte widen in diesem Beispiel durch eme inhomo- 
^kt^Z^S^ - ^Derivafi S ierungderGoldoberfl a cheve M sach, 

Scanner gemessene Ruoreszenz (in ^ U f» f^ 4. Dynamischer Bereicb 



Luft), zeigen die UoiQ oescnicnu^. — bereiches von entscneiaenaex wird der 



1UU IX U5U A 1 



15 



16 



Oligo gewahrleistet war^to^ Spotdurchmesser betrug ca. 
200 um. Dieser Chip wu^^R steigenden Konzentrationen 
an CyS-markiertem Olij^Wybridisiert und nach einem 
Waschschritt vermessen. Das Ergebnis ist in Fig. 10 darge- 
stellt. Die Detektionseinheit hat einen dynarnischen Bereich 5 
von 4 GroBenordnungen. Dieser kann durch das Zwischen- 
schalten von Abschwachungsfiltem (MeBwerte "Filter 1" 
und "Filter 2" in Fig. 10) erweitert werden, bis schlieBlich 
die maximale Sattigung des Spots erreicht ist. Anstelle'des 
Einsatzes von Filtern kann man den MeBbereich aber auch 10 
elektronisch erweitern, beispielsweise durch Abschwachen 
der Empfindlichkeit des Detektors. Das Gesamtsystem (De- 
tektor und Biochip) verfiigt somit iiber. einen MeBbereich 
yon ca. 4-5 GroBenordnungen. Eine Linearitat iiber 3 bis 4 
GroBenordnungen ist dabei je nach Hlterwahl sichergestellt. 15 
Die Standardabweichung der Messung Uegt innerhalb der . 
dargestellten MeBpunkte (der Variationskoeffizient liegt 
zwischen 1 und 6% bei jeweils 3 Einzelmessungen). Mit . 
"Blank" ist in Fig. 10 eine Vergleichsmessung ohne hybridi- 
sierte Ruoreszenzprobe bezeichnet. 20 

5. Empfindlichkeit 

[0071] Die Nachweisgrenze des Gesamtsystems (Scanner 
und Hybridisierung) wurde mit einem Biochip bestimmt, 25 
auf dem ein 18-mer Oligo in 10 um Spots aufgetragen war. 
Es wurde mit steigenden Konzentrationen einer Cy5-Probe . 
hybridisiert. 2 uL der Probenlosung wurden auf. den Chip 
aufpipettiert und 1 h inkubiert. Aus den in Fig. 11 darge- - 
stellten Resultaten (BG ist Intensitat des Hintergrundsi- 30 
gnals) ergibt sich eine Nachweisgrenze fiir dieses Testfor- 
mat von cai 10~ u mol absolut. Damit liegt die erreichbare 
untere Nachweisgrenze des erfindungsgemaBen Ruores- 
zerizscanners Fall unterhalb von 10~ 18 mol. 

.35 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zum ortsaufgelosten fluoreszenzopti- 
schen Nachweis von auf einer Oberflache eines plana- 

. ren Tragers immobihsierten Substanzen, wobei man 40 

(a) einen Anregungslichtstrahl in Form einer Se- 
rie von kurzen Lichtimpulsen auf einen MeBbe- 
reich mit definierter GroBe auf der Oberflache des 
Tragers einstrahlt und jeweils zwischen zwei auf- 
einanderfolgenden Lichtimpulsen Fluoreszenz- 45 
licht detektiert, das von in dem MeBbereich be- 
findlichen immobilisierten Substanzen ausge- 
strahitwird, « 

(b) den Anregungslichtstrahl und den TVager rela- . 
tiv.zueinander bewegt, " 50 

undmandieSchritte(a)und(b)solangewiederholtbis 
ein bestimmtes Areal der Oberflache des Tragers abge- 
tastetist. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man das Ruoreszenzlicht zeitaufgelost 55 
detektiert. 

3. Verfahren gemaB Anspruch 2, dadurch gekenn- 
- zeichnet, daB man das Ruoreszenzlicht durch zeitkor- 

reliertes Zahlen einzelner Photonen registriert. 

4. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 3, da- 60 
durch gekennzeichnet, daB man das Ruoreszenzlicht 
konfokal detektiert. 

5. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, daB man das Fluoreszenzlicht 
wellenlangenabhangig detektiert. 65 

.. 6. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, daB man den Anregungslicht- 
strahl konfokal auf die Oberflache des Tragers fokus- 



7. Verfahred^^pB einem der Anspriiche 1 bis 6, da- 
durch gekennzeichnet, daB der durch den Anregungs- 
lichtstrahl definierte MeBbereich auf der Oberflache 
des Tragers eine Durchmesser von 1 bis 20 pm 
(FWHM) aufweist. 

8. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 7, da- 
durch gekennzeichnet, daB man einen Trager verwen- 
det, auf dem die immobilisierten Substanzen in Form 
eines zweidimensionalen Musters angeordnet sind, wo- 
bei man im Schritt (b) den Anregungslichtstrahl unaV 
oder den Trager so zueinander bewegt, daB die Ele- 
ment© des zweidimensionalen Musters sequentiell ab- 
getastet werden. . 

9. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 8, da- 
durch gekennzeichnet, daB man die Oberflache des 
Tragers durch Ablenken des Anregungslichtstrahls ab- 
tastet. . 

10. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 8, da- 
durch gekennzeichnet, daB man die Oberflache des 
TVagers durch Verschieben des Tragers in einer zu der 
Oberflache parallelen Ebene abtastet. ; - 

11. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB man Anregungslicht ei- 
ner definierten Weilenlange einstrahlt. 

12. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB man Anregungslicht mit 

. mehreren definierten Wellenlangen einstrahlt, 

13. Vorrichtung zum ortsaufgelosten fluoreszenzopti- 
schen Nachweis von auf einer Oberflache eines plana- 
ren Tragers immobilisierten Substanzen, mit 
Anregungsmitteln zum Einstrahlen eines Anregungs- 
lichtstrahls in Form einer Serie von kurzen Lichtimpul- 
sen auf einen definierten MeBbereich auf der Oberfla- 

: che des Tragers, 

Detektionsmitteln zum zeitaufgelosten Detektieren von 
aus dem MeBbereich emittiertem Ruoreszenzlicht zwi- 
schen zwei aufeinanderfolgenden Lichtimpulsen, 
Mitteln zur zeitlichen Korrelation der Anregungs- und 
Detektionsmittel, und 

Steuerungsmittel zur Steuerung der Relativposition 
von Anregungsstrahl und Imager. 
.14. Vorrichtung gemaB Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Anregungsmittel wenigstens einen 
gepulsten Laser umfassen. ; 

15. Vorrichtung gemaB Anspruch 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der gepulste Laser ein Diodenlaser ist. 

16. Vorrichtung gemaB einem der Anspriiche 13 bis 

15, dadurch gekennzeichnet, daB die Anregungsmittel 
eine konfokale Optik zur Fokussierung des Anregungs- 
lichtstrahls auf der Oberflache des Tragers umfassen. 

17. Vorrichtung gemaB einem der Anspriiche 13 bis 

16, dadurch gekennzeichnet, daB die Detektionsmittel 
wenigstens einen lichtempfindlichen Sensor mit 
schneller Antwprtzeit umfassen. 

18. Vorrichtung gemaB Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Detektionsmittel wenigstens zwei 
Sensoren umfassen, denen Mittei zur spektralen Zerle- 
gung des Ruoreszenziichtes vofgeschaltet sind. 

19. Vorrichtung gemaB einem der Anspriiche 13 oder 
18, dadurch gekennzeichnet, daB der Sensor eine Pho- 
todiode, insbesondere eine Lawinen-Photodiode,. ein 
Phototransistor oder ein Sekundarelektronenvervielfa- 
cher (Photomultiplier) ist. 

20. Vorrichtung gemaB einem der Anspriiche 17 bis 19 
dadurch gekennzeichnet, daB die Detektionsmittel eine 
konfokale Optik zur Abbildung von aus dem MeBbe- 
reich emittiertem Ruoreszenzlicht auf dem Sensor um- 
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fassen. Z r >9& 10 w 

21. Vorrichtung gemJ^tem der Anspruche 15 bis 
20, dadurch gekennzeichnet, daB die Steuerungsmittel 
bewegliche Spiegel und/oder akustooptische Deflekto- 
ren zur Ablenkung des Anregungslichtstrahls umfas- 



sen. 



22. Vorrichtung gemaB einem der Anspruche 13 bis 
20, dadurch gekennzeichnet, daB die Steuerungsmittel 
eine Betatigungseinrichtung zur zweidimensionalen 
Verschiebung des Tragers umfassen. 10 

23. Vorrichtung gemaB einem der Anspruche 13 bis 

22, dadurch gekennzeichnet, daB eine Einrichtung zur 
automatischenFokussierung des AnregungsUchtstrahls 
vorgesehen ist. - 

24. Vorrichtung gemaB einem der ;Arispriiche 13 bis u 

23, dadurch gekennzeichnet, daB die immobiUsierten 
Substanzen in einem zweidimensionalen Muster auf 
dem Trager angeordnet sind. 

25 Verwendung der Vorrichtung nach einem der An- 
spruche 13 bis 24 zur Auswertung : von Biochips, wei- 20 
che an einer planaren Trageroberflache irnmobUisierte 
Substanzen aufweisen, wobei die immobiUsierten Subr , 
stanzen fixierte: biologische Sonden und/oder an die 
SondengebundeneProbensind: p ..; 

26 Verwendung nach Anspruch 25, dadurch gekenn- 25 
zeichnet, daB es sich bei den Sonden urn Nukleinsau- . 
ren,insbesondereOUgonukleotidehandelt. 

27. Verwendung nach einem der Anspruche 25 Oder 
. 26- dadurch gekennzeichnet, dafi die immobilisierten 
Substanzen fluoreszenzmarkiert sind. . 30 

28 Verwendung gemaB Anspruch 27, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB man wenigstens zwei unterschiedli- 
che FLuoreszenzmarker verwendet, die sich in Fluores- 
zenzwellenLange und/oder Ruoreszenzabklingkon- 
stante unterscheiden. 1 
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